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Iedere levende cel wordt omgeven door een selectief doorlaatbare cytoplasmatisch
membraan. Deze membraan is opgebouwd uit een fosfolipide bilaag met daarin
ingebedde of perifeer gebonden membraaneiwitten. De belangrijkste functies van de
cytoplasmatische membraan zijn het reguleren van het volume van de cel, het
controleren van de zuurgraad (pH) in de cel, het binnen houden van waardevolle
verbindingen en het voorkomen dat ongewenste verbindingen de cel binnendringen.
Membraaneiwitten vervullen verschillende functies, zoals het gericht transporteren
van moleculen, communicatie en energieoverdracht. Zo worden de opname van ionen
en koolstofbronnen voor metabole functies in de cel, het uitscheiden van afvalstoffen
of giftige verbindingen, en zelfs het transport van macromoleculen, zoals de
uitscheiding van eiwitten die buiten de cel hun functie hebben, verricht door
membraaneiwitten. Al deze transportprocessen vinden bovendien plaats zonder dat
debarrière functie van membraan wordt verstoord. Ook zijn membraaneiwitten
verantwoordelijk voor het registreren en doorgeven van signalen uit de omgeving van
de cel, en het opslaan van energie door het generen van elektrische of chemische
gradiënten over de membraan. In de afgelopen jaren is door een veelheid aan
biochemische, biofysische en kristalografische studies ons begrip over hoe
membraaneiwitten functioneren aanzienlijk vergroot. Toch weten we nog erg weinig
over de wijze waarop membraaneiwitten op een goede manier in de membraan terecht
komen. Dit proces wordt membraaneiwit biogenese genoemd. Membraaneiwitten
worden gesynthetiseerd door ribosomen in het cytoplasma. Daarna moeten ze naar de
membraan gebracht, in de lipide bilaag geïnserteerd en tot de juiste structuur
gevouwen worden dat ze hun functie kunnen vervullen. In hoofdstuk 1 van dit
proefschrift wordt een overzicht gegeven van recente ontwikkelingen in de studie naar
membraaneiwit biogenese in bacteriën. In de daarop volgende hoofdstukken wordt de
in vitro analyse van twee verschillende, niet overlappende routes beschreven, die
membraaneiwitten in de lipide bilaag inserteren. Deze studies zijn uitgevoerd met
membranen van de Gram-negatieve bacterie Escherichia coli en zijn representatief
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voor alle bacteriën. De membraaneiwitten betrokken bij deze processen zijn gezuiverd
en functioneel ingebouwd in proteoliposomen, kunstmatig gemaakte eiwit-lipide
blaasjes bestaande uit E. coli fosfolipiden en één of meer gezuiverde eiwit
componenten. Hierdoor was het mogelijk de minimale vereisten voor beide insertie-
routes te bepalen.
Zowel het transport van uit te scheiden eiwitten als de insertie van de meeste binnen-
membraaneiwitten (IMPs) wordt in Escherichia coli bewerkstelligd door het
zogenaamde Sec translocase. Het Sec translocase bestaat uit de in de membraan
ingebedde eiwitten SecY, SecE en SecG, en het perifeer aan de membraan gebonden
motoreiwit SecA, dat ATP als energiebron gebruikt. Het SecYEG complex vormt een
eiwitdoorlatend kanaal in de membraan, terwijl SecA de eiwitten door dit kanaal
duwt. IMPs worden over het algemeen bij het Sec-translocase afgeleverd door het
signaalherkenningsdeeltje (SRP). SRP herkent hydrofobe (water-afstotende)
signaalsequenties van te transporteren eiwitten en de membraanspannende segmenten
(TMS) in IMPs terwijl zij worden gesynthetiseerd door het ribosoom. SRP brengt het
ribosoom, en daarmee het IMP in wording, naar de membraan waar het complex
wordt herkend door de SRP receptor FtsY. Het ribosoom bindt vervolgens aan het
Sec-translocase en het groeiende IMP wordt geïnserteerd in het SecYEG kanaal. De
wijze waarop SecYEG TMSs herkent en ze vervolgens in de lipide bilaag “zet” in
plaats van ze naar buiten te transporteren, is nog onbekend.
Bij de start van dit project was net ontdekt dat een integraal membraaneiwit, YidC,
contact maakt met TMSs van nog ribosoom gebonden IMPs, die door het Sec-
translocase in de membraan worden geïnserteerd. Daarom werd gepostuleerd dat
YidC in samenwerking met het Sec-translocase een functie vervult in IMP insertie.
In hoofdstuk 2 wordt beschreven hoe YidC gezuiverd en vervolgens functioneel
ingebouwd kon worden in proteoliposomen. Door gebruik te maken van een plaats-
specifieke (foto-)chemische koppelings technieken werd aangetoond dat YidC een
interactie aangaat met een TMS van een ribosoom gebonden model membraaneiwit,
FtsQ. Deze interactie trad alleen op als naast YidC ook SecYEG in deze
proteoliposomen was ingebouwd. Bovendien bleek de interactie alleen op te treden als
het groeiende, ribosoomgebonden FtsQ een bepaalde minimale lengte had bereikt. Op
basis van deze resultaten kon worden afgeleid dat het TMS van groeiend,
ribosoomgebonden FtsQ in contact komt met YidC via het SecYEG eiwitkanaal.
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Verder kan geconcludeerd worden dat de insertie van een TMS verloopt via een aantal
specifieke, in de tijd geordende, stappen . Dit heeft tot de hypothese geleidt dat YidC
een functie heeft in het bewerkstelligen van de overdracht van een TMS van het
SecYEG eiwitkanaal naar de lipide bilaag.
Het in vitro nabootsen van de complete FtsQ membraan insertie reactie wordt
beschreven in hoofdstuk 3. Hierbij werd ook gekeken naar de translocatie van het
hydrofiele C-terminale domein van FtsQ. Het bleek dat proteoliposomen die SecYEG
bevatten in staat waren het complete FtsQ te transloceren als SecA, de componenten
van de SRP route en een elektrisch potentiaal over de membraan () aanwezig
waren. Het was verbazingwekkend dat YidC niet nodig was om dit proces goed te
laten verlopen. Daarmee kon de hypothese uit hoofdstuk 2 worden bijgesteld waarbij
YidC mogelijk een functie speelt in de detectie van inserterende TMS en het
begeleiding van deze TMS bij het vouwen in de bilaag. Daar het hier mogelijk om een
kinetische effect gaat, met andere woorden deze processen verlopen sneller met YidC,
behoeft deze functie van YidC voor sommige membraaneiwitten niet essentiëel te
zijn.
Aangezien deze resultaten, evenals werk van ander laboratoria, er op wezen dat YidC
niet essentiëel is voor de biogenese van de tot dan toe bestudeerde Sec-afhankelijke
IMPs, werd een systematische zoekactie opgezet om eiwitten te vinden die YidC
nodig hebben voor insertie in de membraan (hoofdstuk 4). Tevens werd getracht een
antwoord te vinden op de vraag waarom YidC een essentiëel eiwit is in E. coli, terwijl
de noodzakelijke betrokkenheid van YidC bij IMP insertie tot dan toe alleen was
aangetoond voor kleine, Sec-onafhankelijke, eiwitten uit bacteriofagen. Uit onderzoek
naar de fysiologische gevolgen van een YidC depletie in E. coli bleek dat YidC
gedepleteerde membranen vermindert in staat zijn energie in de vorm van een
protonengradiënt over de membraan (“proton motive force”) op te wekken. Nadere
bestudering van dit verschijnsel wees uit dat dit het gevolg is van een sterk afgenomen
activiteit van de twee belangrijkste energiegenererende complexen, F1F0 ATP
synthase als cytochrome o oxidase. In beide gevallen bleek dat de hoeveelheid van
een specifiek membraaneiwit, F0c voor F1F0 ATP synthase en CyoA voor cytochrome
o  oxidase, sterk was verminderd in membranen zonder YidC. YidC is dus
noodzakelijk voor de correcte functionele samenstelling van beide complexen.
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Aangezien in afwezigheid van beide complexen de cel niet meer in staat is om
metabole energie op te wekken via de ademhalingsketen mag duidelijk zijn dat dit de
reden is waarom YidC een essentieel eiwit is voor Escherichia coli.
Eén van de membraaneiwitten die extreem gevoelig bleken voor YidC depletie was
subeenheid c van F1F0 ATP synthase (F0c). Daarom werd een gedetailleerde in vitro
studie van F0c membraan insertie uitgevoerd zoals beschreven in hoofdstuk 5. Door
gebruik te maken van proteoliposomen met gezuiverde eiwitcomponenten kon worden
aangetoond dat de aanwezigheid van alleen gezuiverd YidC voldoende is om de
membraaninsertie van F0c te katalyseren. De SRP route, SecA, SecYEG noch de
proton motive force, zijn vereist voor de correcte insertie van F0c in de membraan.
Bovendien kon worden aangetoond dat de geïnserteerd F0c subunits met elkaar een
complex vormen dat qua grootte overeenkomt met de ring die dergelijke subunits in
vivo maken om een functioneel F0 complex te vormen. Deze studie vormt het eerste
bewijs voor het bestaan van een tot nu toe onbekende membraan insertie route voor
membraaneiwitten in E. coli.
In hoofdstuk 6 wordt de functie van het SecDFyajC complex beschreven. SecDFyajC
is losjes gebonden aan het Sec translocase en stimuleert het door SecA gedreven eiwit
transport. In tegenstelling tot eerder werk, kon in deze studie worden aangetoond dat
SecDFyajC-gedepleteerde membranen in staat zijn een protonengradiënt op te wekken
mits de juiste electronendonor wordt toegepast. Tevens bleek dat deze opgewekte
protonengradiënt kon worden gebruikt om het eiwittransportproces sneller te laten
verlopen. Met deze resultaten kan worden uitgesloten dat 1) het  SecDFyajC complex
betrokken is bij de koppeling van energie van de proton motive force aan
eiwittransport, en 2)  het SecDFyajC complex niet vereist is om de bacterie te
beschermen tegen het lekken van ionen wanneer eiwitten getransporteerd worden via
het Sec translocase.
Het werk beschreven in dit proefschrift identificeert in de Gram-negatieve bacterie
Escherichia coli de minimale samenstelling van twee verschillende, niet
overlappende, routes om membraaneiwitten in de lipide bilaag te inserteren.
Bovendien wordt in dit werk de fysiologische rol van het in de evolutie
geconserveerde eiwit YidC opgehelderd.
